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Čiščenje R-fikoeritrina v mikrofluidnem sistemu z integrirano ultrafiltracijo 
Povzetek:  
S povečevanjem populacije in posledičnim pomankanjem kmetijskih površin in zalog 
vode postajajo oceani vse pomembnejši vir potrebnih hranil in obnovljivih surovin. 
Posledično vse večji pomen pridobiva tudi biomasa iz alg. Vzhodne kulture so alge že 
tradicionalno uporabljale v prehrani. V sodobnosti se je uporaba razširila tudi na 
področje farmacije, saj so alge bogate z različnimi bioaktivnimi komponentami, ki 
imajo pozitivne vplive na zdravje ljudi. 
V svojem diplomskem delu sem želela razviti postopek za integrirano čiščenje 
izbranega proteina iz ekstrakta alg rodu Gracilaria. Ta rod rdečih alg je zanimiv 
predvsem zaradi vsebnosti proteina R-fikoeritrina, ki ima vlogo pomožnega 
fotosintetskega barvila. Ker je omenjen protein slabo stabilen, je potrebno v procesu 
čiščenja uporabiti blage pogoje. Dvofazni vodni sistemi z miceli, ki temeljijo na 
vodnih pufrih in surfaktantih, zato predstavljajo velik potencial na področju izolacije 
občutljivih biomolekul. Preizkusili so jih že v šaržnih procesih ter v miniaturiziranih 
pretočnih napravah, kjer so na osnovi hitre temperaturne spremembe dosegli tvorbo 
dvofaznega sistema ter nadaljnjo separacijo faz. 
Namen diplomske naloge je bila nadgradnja čiščenja R-fikoeritrina v predhodno 
razvitem sistemu mikrofluidnih naprav, kjer sem v sistem vključila ultrafiltracijski 
modul. Poleg tega sem dodala tudi mešalne elemente, ki so omogočali mešanje vhodne 
raztopine, s čimer sem dosegla homogeno sestavo vhodne raztopine ekstrakta alg. 
Proces sem primerjala tudi s šaržnim procesom čiščenja R-fikoeritrina. 
Dobljeni rezultati  nakazujejo, da je čiščenje z integriranim mikrofluidnim sistemom 
učinkovitejše kot šaržni proces. Za izboljšanje procesa pa bi bilo potrebno uporabiti 
bolj učinkovite mešalne elemente, saj z uporabljenimi pasivnimi mikro-mešalniki 
nisem uspela zadovoljivo pomešati vhodne raztopine. 
 
Ključne besede: R-fikoeritrin, ekstrakcija, rdeče alge, mikrofluidika, dvofazni vodni 
sistem z miceli  
 
 
Purification of R-phycoerythrin in a Microfluidic System with Integrated 
Ultrafiltration 
Abstract:  
With the growth of the global population and consequential lack of agricultural land 
as well as freshwater supplies, the oceans are becoming an increasingly important 
source of vital nutrients and renewable resources. Within this context, algae biomass 
is gaining even greater significance. Particularly in Eastern cultures, algae have 
traditionally been used in the human diet; their uses have recently extended to the area 
of pharmacy, especially due to their various bioactive compounds and their positive 
effects on human health. 
In my thesis, I wanted to develop a procedure for integrated purification of the protein 
using extract prepared from the algae of the Gracilaria genus. This genus is prized for 
its phycoerythrin content, which acts as an ancillary photosynthetic pigment. Because 
of the protein's low stability, it is of vital importance to keep mild conditions in the 
process of purification. Therefore, aqueous micellar two-phase systems, based on 
buffer solutions and surfactants, represent great potential in case of sensitive 
biomolecules isolation. They have already been tested in batch processes and also 
within microfluidic devices, where an aqueous micellar two-phase system and further 
phase separation were achieved as a result of quick temperature change. 
The purpose of my thesis was an upgrade of the purification of R-phycoerythrin in a 
previously developed system of microfluidic devices, with the addition of an 
ultrafiltration module. Furthermore, I also added an array of mixing elements that 
permitted mixing of the aqueous solution, which gave me a homogenous inlet solution 
of algal extract. The process was also compared with the batch process of R- 
phycoerythrin purification. 
The results show that the purification with an integrated microfluidic system is more 
efficient than the batch process. Moreover, using better mixing elements would be 
necessary to improve the process, as the inlet solution could not be properly mixed 
with passive micromixers. 
 
Keywords: R-phycoerythrin, extraction, red macroalgae, microfluidics, aqueous 
micellar two-phase systems 
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1 Uvod 
Velika področja oceanov so naravni habitat za različne rastlinske in živalske vrste. V 
zadnjih desetletjih ima vse večji pomen biomasa iz alg, saj predstavljajo kar 27 % gojenja 
morskih rastlin in živali. V azijskih državah, kot so Japonska, Kitajska in Koreja, alge že 
stoletja uporabljajo v hrani. Njihove zdravilne lastnosti so bile opisane že v antičnem 
spisu tradicionalne kitajske medicine. [1] 
Poleg tradicionalne uporabe v prehrani in medicini vzhodnih kultur; se pomen alg v 
sodobnosti povečuje. Najpomembnejši proizvod v industrijskem merilu je pridobivanje 
agarja, karagenana in alginata. Poleg tega predelava biomase iz alg predstavlja nove 
izzive na področju proizvodnje različnih biomolekul, naravi bolj prijaznih gnojil ter 
biogoriv. Zaradi vse večjih zahtev po naravnih produktih se je povečala želja po 
pridobivanju bioaktivnih komponent iz alg z namenom uporabe v prehrani, kozmetiki in 
farmaciji. Vse več študij potrjuje pozitivne učinke uživanja alg, saj predstavljajo vir 
ogljikovih hidratov, aminokislin, lipidov, antioksidantov, mineralov, prehranskih vlaknin 
in vitaminov. Dokazano je, da bioaktivne molekule, ki jih najdemo v algah, pomagajo pri 
zdravljenju ščitničnih bolezni, raka, diabetesa, alergij, artritisa, nevrodegenerativnih 
bolezni ter bolezni srca in ožilja, poleg tega delujejo protivnetno in preprečujejo okužbe 
z mikrobi. [1, 2] 
V zadnjem času je na področju biotehnologije zanimanje za dvofazne vodne sisteme 
naraslo, saj je takšen sistem idealen za ekstrakcije, separacije in čiščenje bioloških 
molekul, kot so proteini, encimi, nukleinske kisline. Takšen sistem z veliko vsebnostjo 
vode predstavlja nežno okolje, ki omogoča stabilnost strukture in ohranitev biološke 
aktivnosti molekul. Opisan način ekstrakcije ima prednost pred konvencionalnimi 
metodami, saj zagotavlja visoko učinkovitost ločbe in enostaven prenos na proizvodnjo 
v večjem merilu. Poleg tega je visoko ekonomičen in okolju prijazen. Sistem lahko v 
veliki meri prilagajamo z dodatki različnih aditivov in s tem optimiziramo proces. [3, 4] 
Mikrofluidika je veja znanosti, ki se ukvarja s preučevanjem toka tekočin na 
mikrometrskem nivoju. V zadnjem času posebno pozornost zavzema razvoj t.i. 
laboratorijev na čipih (angl. lab-on-a-chip), ki združujejo več funkcij, kot so vnos 
reagentov in vzorcev, premikanje in mešanje tekočine ter analiza v pretočnem sistemu. 
Najpomembnejša prednost takšnih sistemov je veliko razmerje površine proti volumnu, 
kar zagotavlja učinkovit prenos snovi in toplote. Poleg tega so za delovanje potrebne 
majhne količine regentov in vzorcev, s čimer se zmanjšajo stroški procesa. Znotraj 
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mikrofluidnih naprav je mogoče enostavno kontrolirati procesne pogoje, kar je 
pomembno predvsem v zaključnih stopnjah čiščenja. Tako lahko procese kromatografije, 
elektroforeze in ultrafiltracije na mikro nivoju kombiniramo z uporabo različnih ne-
konvencionalnih topil kot so ionske tekočine in dvofazni vodni sistemi z miceli in s tem 
še izboljšamo parametre selektivnosti in čistosti. [5, 6] 
V svoji diplomski nalogi sem tako povezala uporabo dvofaznega vodnega sistema z 
miceli z mikrofluidnim sistemom, v katerega sem vključila še ultrafiltracijski modul in 
mešalne elemente. S takšnim sistemom sem želela čim bolj učinkovito očistiti iz rdečih 
alg pridobljen R-fikoeritrin, brez da bi se pri tem uničila struktura proteina. Pridobljen R-
fikoeritrin bi lahko uporabili kot naravni pigment v hrani ali kozmetiki, kot marker v 
različnih tehnikah na osnovi fluorescence ali za zdravljenje tumorjev. [7] 
1.1 Namen dela 
Namen diplomskega dela je z uporabo dvofaznega vodnega sistema z miceli čim bolj 
uspešno očistiti protein R-fikoeritrin, pridobljen iz rdeče alge rodu Gracilaria, od ostalih 
komponent v ekstraktu.  
V prvi fazi sem želela pridobiti vodne ekstrakte s čim večjo maso R-PE glede na maso 
svežih alg.  
Z izvedbo procesa znotraj mikrofluidnih naprav sem želela dokazati večjo učinkovitost 
takšnega procesa v primerjavi s šaržnim procesom. Pri obeh procesih sem uporabila 
dvofazni vodni sistem z miceli ter uporabila enak masni delež ekstrakta. 
Poleg tega sem sistemu dodala še ultrafiltracijski modul, da bi še uspešneje skoncentrirala 
protein ter odstranila surfaktant in ostale proteine. 
V mikrofluidni sistem sem vključila tudi mešalne elemente, ki so omogočili, da je ekstrakt 
prišel v stik z AMTPS znotraj mikrofluidnega sistema. S tem sem želela preprečiti 
nehomogenost R-PE v vhodni raztopini. 
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2 Teoretične osnove 
2.1 Morske alge 
Alge uvrščamo med prve evkariontske organizme na Zemlji. Različni faktorji, kot so 
temperatura, slanost, sončna svetloba, pH, količina kisika in ogljikovega dioksida, imajo 
močan vpliv na kemijsko sestavo alg, zato so zelo raznolika skupina. [1, 8] 
Z algami so najbolj bogata obalna področja tropskih morij, z različnimi mehanizmi pa se 
lahko prilagodijo tudi na življenje v ekstremnejših pogojih. Nekatere so pritrjene na 
morsko dno (bentoške), druge (planktonske) pa lebdijo v vodi. Predstavljajo pomemben 
vir hrane rastlinojedih morskih živali. [9] 
Po zgradbi se alge zelo razlikujejo. Lahko so mikroskopske ali makroskopske, poleg tega 
so nekatere enocelični organizmi, pri drugih pa so že oblikovana preprosta tkiva. Imajo 
preprosto zgradbo, podobno rastlinam, vendar njihovo telo (steljka) ni diferencirano v 
steblo, liste in korenine. [9] 
Alge so zmožne preživeti v zelo različnih habitatih. Na neugodne razmere v okolju se 
prilagodijo s proizvodnjo sekundarnih metabolitov, kot so polifenoli, pigmenti, dušikove 
spojine, polisaharidi, terpeni, lipidi. Omenjene biološko aktivne komponente, ki jih lahko 
pridobimo iz alg, so v zadnjem času vse pogosteje uporabljene v prehrani, farmaciji in 
kozmetiki, saj imajo pozitivne učinke na človeško telo. Delujejo protivnetno, 
protibakterijsko, poleg tega preprečujejo rakava obolenja, bolezni srca in ožilja ter 
zavirajo staranje. [8] 
V algah lahko najdemo tri različne skupine pigmentov, ki generirajo svetlobo: klorofile, 
karotenoide in fikobiliproteine. Glede na vrsto klorofilov in pomožnih fotosintetskih 
barvil, ki jih vsebujejo, jih ločimo na zelene (Chlorophyta), rumenkaste 
(Heterokontophyta) in rdeče (Rhodophyta) alge. [9] 
2.1.1 Alge rodu Gracilaria  
Alge rodu Gracilaria, ki obsega 190 različnih vrst, uvrščamo med rdeče alge. Najdemo 
jih v tropskih morjih, največ v Indijskem in Tihem oceanu ter v zahodnem delu 
Atlantskega ocena. Opisane alge so že tradicionalno prisotne v prehrani na Japonskem, 
južni Aziji, na Havajih in Karibih. V industrijskem merilu se več kot 80% biomase iz 
omenjene vrste alg porabi za proizvodnjo agarja, ki se uporablja za pripravo trdnih 
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mikrobioloških gojišč, pa tudi v farmaciji in živilski industriji (kot nadomestek želatine). 
Poleg tega se uporabljajo tudi v kozmetiki kot dodatek šamponom, kremam, maskam in 
deodorantom. Alge rodu Gracilaria vsebujejo bioaktivne snovi, ki imajo zdravilne 
lastnosti, zaradi katerih se je uporaba razširila v farmacevtski industriji. [1, 9, 10] 
Obstajajo različne metode gojenja alg rodu Gracilaria, ki so prilagojene glede na razred 
alge, saj le-te uspevajo pri različnih temperaturah in na različnih globinah morja. V poznih 
petdesetih letih se je obsežnejše gojenje začelo v provinci Guangdong na Kitajskem, kjer 
so alge gojili v plitvih obalnih območjih. Po enaki metodi so na Tajvanu v poznih 
sedemdesetih letih na območju 200 hektarov proizvedli 6800 ton biomase alg v vrednosti 
4 milijonov ameriških dolarjev. Kasneje so se različni načini gojenja, ki so prikazani na 
sliki 2.1, uveljavili tudi v Braziliji, Maleziji, na Filipinih, Japonskem, Vietnamu, 
Tajskem, Indoneziji, Namibiji, Južni Afriki, Čilih, Mehiki itd. Poleg tega je v številnih 
drugih državah, kot so Švedska, Kanada, ZDA, Anglija, Španija, tehnično uresničljivo 
gojenje v eksperimentalnih tankih. [11] 
2.2 Fikobiliproteini 
Fikobiliproteini so pigmentni proteinski kompleksi, ki so prisotni v celicah cianobakterij, 
rdečih algah in v nekaterih kriptofitih. Delujejo kot pomožna fotosintetska barvila, ki 
prekrivajo klorofil in dajejo organizmu tipično obarvanost. Njihova prisotnost omogoča 
simultan prenos svetlobne energije v živih organizmih ter njihovo preživetje na območjih 
z majhno intenziteto svetlobe. Zaradi visoke topnosti v vodi, stabilnosti in biološki 
aktivnosti, so visoko cenjeni in uporabljeni na različnih področjih kot so prehrambna, 
farmacevtska in kozmetična industrija. [9, 12] 
Slika 2.1: Prikaz načinov gojenja alg rodu Gracilaria. [11] 
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Fikobiliproteini so lahko razvrščeni v različne skupine glede na njihovo strukturo, 
absorpcijski spekter, barvo, itd. V primeru cianobakterij in rdečih alg so najpogosteje 
karakterizirani glede na valovno dolžino, kjer se nahaja absorpcijski maksimum (λmax). 
Na podlagi tega kriterija obstajajo štiri skupine: fikoeritrin (PE, λmax = 490-570 nm), 
fikoeritrocianin (PEC, λmax = 560-600 nm), fikocianin (PC, λmax = 610-625 nm) in 
alofikocianin (AP,  λmax = 650-660 nm). Izključno glede na vsebujoč pigment, ki daje 
organizmu določeno barvo, jih lahko delimo na fikoeritrine (rdeče obarvani organizmi) 
in fikocianine (modro obarvani organizmi). Pogosto se pred imenom doda še črka, ki 
označuje skupino alg, iz katere je bil določen fikobiliprotein prvič izoliran in ima 
specifičen absorpcijski spekter. Na primer fikoeritrin, ki so ga prvotno izolirali iz rdečih 
alg rodu Rhodophyta,  je dobil oznako R-PE, medtem ko fikoeritrin, izoliran iz rdečih alg 
rodu Bangiales, označujemo z B-PE. [13]  
Fikobiliproteini so kompleksi, sestavljeni iz α- in β- polipeptidne podenote, ki sta v 
ekvimolarnem razmerju. Na proteinsko ogrodje obeh podenot so s kovalentnimi vezmi 
preko cisteina pripete linearne tetrapirolne kromoforne skupine, imenovane fikobilini. 
Značilni predstavniki fikobilinov, ki si prisotni v cianobakterijah in rdečih algah, so 
modro obarvan fikocianobilin (PCB), rdeče obarvan fikoeritrobilin (PEB), rumeno 
obarvan fikourobilin (PUB) in vijolično obarvan fikobiliviolin (PXB). Njihova naloga je 
absorpcija in prenos svetlobne radiacije v območju vidnega spektra od 470-660 nm, v 
katerem klorofil A slabo absorbira (slika 2.2). [13, 14, 15] 
Spektralne lastnosti posameznega fikobiliproteina so odvisne od razporeditve podenot in 
interakcije med njimi. Poleg tega je intenzivnost fluorescence in absorpcijski koeficient 
neposredno povezan s številom in položajem kromofornih regij. V primeru 
Slika 2.2: Prikaz spektrov fikoeritrina (1), fikocianina (2) in 
alofikocianina (3) v primerjavi s spektrom klorofila A (4). [14] 
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fikibiliproteinov so to pirolne regije, kjer se nahajajo delokalizirani π-elektroni. Fotoni 
vidne svetlobe imajo dovolj energije, da povzročijo vzbuditev teh elektronov. Pri vrnitvi 
elektronov v osnovno stanje se del vidne svetlobe absorbira. Posledično človeško oko 
vidi te spojine v komplementarni barvi absorbirane svetlobe. [16, 17] 
Fikobiliproteini imajo veliko zmožnost samoagregacije, zato se že pri nizkih 
koncentracijah povezujejo v trimere (αβ)3 in heksamere (αβ)6. V primeru fikoeritrina je 
prisotna še dodatna kromoforna podenota, imenovana γ, ki omogoča tvorbo bolj stabilnih 
kompleksov (αβ)6-γ. [13] 
Fikobiliproteini se v določenem zaporedju med seboj povezujejo in tako gradijo organele, 
imenovane fikobilisomi, ki  so locirani na zunanji strani tilakoidne membrane (slika 2.3).  
Kompleks je sestavljen iz jedra, ki ga gradijo enote alofikocianina, in paličastih struktur 
iz enot fikocianina in fikoeritrina. Absorbirana svetlobna energija se prenaša iz 
fikoeritrina, preko fikocianina do alofikocianina in nato naprej na Fotosistem II, ki je 
lociran v tilakoidni membrani. Prenos je zelo učinkovit in dosega kvantne izkoristke blizu 
100%. Poleg tega veliko število kromofornih skupin, zbranih v fikobilisomih, zagotavlja 
absorpcijo v širšem območju svetlobnega spektra. S tem je omogočen proces fotosinteze 
in posledično preživetje alg v morskih globinah, kamor prodre manj svetlobe. [14, 16, 19] 
Fikobiliproteini se kot naravna barvila uporabljajo v prehrani (v sladoledih, mlečnih 
izdelkih, pijačah, sladicah, bombonih, itd.) in kozmetiki (v zobnih pastah, kremah, 
kopalnih soleh). Poleg tega se je zaradi pozitivnih učinkov na zdravje uporaba razširila v 
farmacevtsko industrijo. Fikobiliproteini organizem ščitijo pred boleznimi, kot so rak, 
bolezni srca in ožilja, diabetes in bolezni živčevja. Razvoj novih in bolj učinkovitih metod 
Slika 2.3: Prikaz strukture fikobilisoma. [18] 
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ekstrakcije in čiščenja bo v prihodnosti najverjetneje še razširil njihovo uporabo. [12, 14, 
20]  
2.2.1 R-fikoeritrin 
Med fikobiliproteini ima pomembno vlogo R-fikoeritrin, ki je prisoten v večini rdečih 
alg. Denis s sodelavci [19] je pri raziskovanju kemijske sestave rdeče alge Grateloupia 
tututuru ugotovil, da se koncentracija R-PE skozi leto spreminja. Najvišja je v zimskem 
času in najnižja poleti. [21] Faktor, ki vpliva na vsebnost pigmenta, je intenziteta svetlobe, 
ki je obratno sorazmerna s koncentracijo fikobiliproteinov. [19]  
R-PE je sestavljen iz α in β polipeptidnih podenot ter  povezovalne ɣ podenote. Na sliki 
2.4 je prikazana najpogostejša heksamerna struktura (αβ)6ɣ, s skupno molsko maso 240 
kDa.  R-PE ima značilen absorpcijski spekter s tremi vrhovi, pri 498 nm, 540 nm in 565 
nm. Pri 498 nm svetlobo absorbira fikourobilin (PUB), v območju 540-565 nm pa 
fikoeritrobilin (PEB). [17]  
R-PE kot naravno barvilo pogosto zasledimo v prehrani in kozmetiki. Zaradi intenzivne 
fluorescence in visokega absorpcijskega koeficienta se uporabljajo tudi kot biološki 
sledilec v imunskih testih, v pretočni citometriji ter kot marker pri gelski elektroforezi in 
izoelektričnem fokusiranju. Poleg tega je uporaba R-PE razširjena tudi na področje 
medicine, saj ima anti-oksidativne in proti-tumorske lastnosti. [7, 23].  
V preteklosti so bile razvite različne metode priprave čistega ekstrakta R-PE, ki temeljijo 
na treh osnovnih korakih: ekstrakcija v fosfatnem pufru (pH 7,0), obarjanje proteina z 
amonijevim sulfatom ter čiščenje s pomočjo kromatografije. Pogosto se v zadnjem koraku 
Slika 2.4: Prikaz heksamerne strukture fikoeritrina iz  
Agarophyton chilense. [22] 
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čiščenja uporablja ionsko izmenjevalna kromatografija, gelska filtracija ter preparativna 
elektroforeza. Opisane tehnike so običajno zapletene, dolgotrajne in zahtevajo specifične 
laboratorijske instrumente. Poleg tega jih težko prenesemo na industrijski nivo, saj 
proizvodnja v velikih količinah ne bi bila rentabilna. [16, 19, 23, 24]  
Primer ene izmed alternativnih metod je uporaba dvofaznih vodnih sistemov, ki 
omogočajo hitrejši in cenejši proces z manjšo porabo energije ter dosego višje stopnje 
čistosti brez vpliva na izkoristek procesa. [25] 
V procesu pridobivanja čistega ekstrakta lahko kvaliteto in stopnjo fluorescence R-PE 
poslabša uporaba različnih topil ali surfaktantov. Poleg tega je stabilnost R-PE odvisna 
od temperature, pH in časa izpostavljenosti svetlobi. [24, 26] 
Učinek svetlobe 
Munier s sodelavci [27] je poleg vpliva pH raziskoval tudi, kako se spekter R-PE 
spreminja v odvisnosti časa izpostavljenosti svetlobi. Kot je razvidno iz slike 2.5 se 
spekter s časom izpostavljenosti svetlobe postopoma spreminja. Po šestih urah se je 
absorbanca zmanjšala na polovico začetne vrednosti. Najbolj opazno je bilo manjšanje 
maksimumov pri 540 in 565 nm. Po 24 urah je raztopina postala brezbarvna, v spektru se 
je najbolje ohranil vrh pri 498 nm. Razlog za to je v večji stabilnosti PUB kot PEB. Poleg 
tega je bilo ugotovljeno, da občutljivost R-PE na svetlobo narašča z zmanjševanjem 
koncentracije pigmenta. [27] 
 
Slika 2.5: Vpliv časa izpostavljenosti svetlobi na spreminjanje 
spektra R-PE. [27] 
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Učinek pH 
Liu s sodelavci [28] je uporabil ekstrakta R-PE v fosfatnem pufru, ki mu je prilagajal pH 
z dodatkom HCl in NaOH. Na sliki 2.6 je razvidno postopno zmanjšanje absorbance v 
primeru odmika od nevtralnega pH. Maksimuma pri 540 in 565 nm se zmanjšujeta hitreje 
kot maksimum pri 498 nm, kar je posledica večje stabilnosti PUB kot pa PEB. Opazno 
zmanjšanje v absorbanci se zgodi pri pH pod 3. Pri nadaljnjem zniževanju pH vrhovi v 
spektru izginejo, raztopina pa postane brezbarvna. V bazičnih pogojih je absorpcijski 
spekter stabilen pri pH od 7 do 10. Nad pH 11 raztopina postane brezbarvna, absorpcijski 
spekter na območju karakterističnih vrhov pa se močno spremeni. [28] 
Pri pH manjših od 4 in večjih od 10 se zgodijo spremembe v strukturi proteina, ki vplivajo 
na spektralne lastnosti. Ekstremno nizki in visoki pH-ji povzročijo denaturacijo 
fikobiliproteinov in s tem disociacijo trimerov v monomere, disociacijo monomerov v 
posamezne podenote ali celo razpad podenot. Posledično se spremenijo povezave med 
kromofornimi regijami znotraj proteina, kar onemogoči učinkovit prenos energije med 
podenotami in s tem zmanjšanje absorbance in fluorescence. [27, 28] 
Učinek temperature 
Pri pridobivanju čistega ekstrakta R-PE se je potrebno zavedati, da je protein močno 
temperaturno občutljiv. Po ugotovitvah Munierja in sodelavcev se opazno zmanjšanje v 
intenziteti absorpcijskega spektra zgodi pri 60°C. Pri temperaturah do 40°C sprememba 
ni vidna. Kot je razvidno iz slike 2.7 vrhovi v spektru popolnoma izginejo pri 100°C. 
Poleg tega zopet lahko razberemo, da je najbolj stabilen vrh pri 498 nm, saj je obstojnost 
PUB večja kot PEB. [27] 
Slika 2.6: Spreminjanje spektra R-PE v odvisnosti od pH. [28] 
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Munier s sodelavci [27] je raziskoval tudi vpliv shranjevanja ekstrakta R-PE pri 
temperaturi 4°C in –20°C. Pri temperaturi 4°C je bil protein stabilen do 48 ur, medtem 
ko se je pri temperaturi –20°C absorpcijski spekter ohranil tudi po dveh tednih. [27] 
Podoben eksperiment opisuje tudi Rossano s sodelavci, ki je spremljal ekstrakt R-PE pri 
–20°C, 4°C in na sobni temperaturi. V tem primeru se je izkazalo, da je po 35 dneh ostal 
najbolj stabilen vzorec hranjen pri 4°C, najslabše pa pri –20°C. [29] 
2.3 Dvofazni vodni sistemi 
Dvofazne vodne sisteme (angl. aqueous two-phase systems, ATPS) je kot proces 
ekstrakcije tekoče-tekoče prvi uporabil švedski biokemik P. A. Albertsson leta 1986. Od 
takrat se sistem v biotehnologiji uporablja za čiščenje in koncentriranje virusov, 
proteinov, encimov, nukleinskih kislin in pigmentov pa tudi za hitro izolacijo DNA, 
ekstrakcijo monoklonskih protiteles ter ločevanje celičnih organelov in celic. Dvofazni 
vodni sistemi se formirajo v primeru mešanja različnih vodnih raztopin dveh polimerov 
ali vodne raztopine polimera in anorganskih soli. Za sistem polimer/polimer se običajno 
uporablja polietilen glikol (PEG) v kombinaciji s polimeri, kot so dekstran, polivinil 
alkohol ali škrob. Kombinacija dveh polimerov tvori sistem z nizko ionsko močjo, kar je 
pomemben dejavnik pri separaciji biomolekul občutljivih na ionsko okolje. V primeru 
uporabe polimera v kombinaciji s soljo se najpogosteje uporablja polietilen glikol ter 
fosfatne, sulfatne ali citratne soli. Poleg tega se za komponente sistema ATPS uporabljajo 
tudi nižji alkoholi, ki jih odlikuje nizka cena, manjša viskoznost ter omogočajo nižje 
zadrževane čase. Edina slabost takšnih sistemov je, da veliko proteinov ni kompatibilnih 
z uporabljenimi alkoholi. Za tvorbo dvofaznih vodnih sistemov se uporablja tudi ionske 
Slika 2.7: Spreminjanje spektra v odvisnosti od temperature. [27] 
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tekočine ter temperaturno občutljive polimere, ki omogočajo enostavno recikliranje 
začetne raztopine. [3, 30] 
V sistemu ATPS se ob določenih pogojih, ko presežemo kritično koncentracijo, začnejo 
formirati ločene faze. Na začetku je prisotna še vmesna emulzijska faza, ki po določenem 
času izgine. Dobimo dve stabilni, popolnoma ločeni fazi. Za raztopine, ki vsebujejo 
mešanice polimerov, je ločitev v dve fazi zelo pogost pojav. V primeru dodatka soli v 
raztopino polimera, sol absorbira velike količine vode in posledično se tudi v tem primeru 
tvorita dve fazi. [31] 
Na razporeditev raztopljenih snovi med fazama vplivajo interakcije med biomaterialom 
in kemikalijami, ki sestavljajo dvofazni sistem. Med molekulami se lahko vzpostavijo 
van der Waalsove vezi, vodikove vezi, elektrostatske  interakcije, prisotni so tudi sterični  
in konformacijski efekti. Pomemben dejavnik je hidrofilnost/hidrofobnost molekul. 
Faktorji, ki vplivajo na razporeditev molekul med fazama, so molekulska masa in velikost 
polimera, koncentracija polimera, ionska moč anorganske soli, dodatek nevtralne soli kot 
je npr. NaCl, pH in temperatura. [30] 
Opisana separacijska tehnika je prijazna do okolja, ekonomična, omogoča visoke 
izkoristke, mogoče jo je uporabiti kot kontinuiren proces in jo brez težav dimenzioniramo. 
V primerjavi z drugimi ekstrakcijami tekoče-tekoče, dvofazni vodni sistem ne poškoduje 
bioloških produktov. Voda, ki je glavna komponenta sistema, zagotavlja prijazno okolje 
za biomolekule, poleg tega polimeri v sistemu stabilizirajo njihovo strukturo in ohranjajo 
aktivnost. Najpogosteje je uporabljena v prvem delu čiščenja/izolacije z namenom 
koncentriranja bioprodukta v eno od faz ter ločitev od drugih molekul. [3] 
2.3.1 Dvofazni vodni sistem z miceli 
Dvofazni vodni sistem z micelami (angl. aqueous micellar two-phase system, AMTPS) 
je separacijska tehnika, pri kateri je razširjena uporaba ionskih in ne-ionskih surfaktantov. 
Sistem vsebuje okrog 90 ut% vode, kar zagotavlja  prijazno okolje za biomolekule, ki jih 
želimo prečistiti ali skoncentrirati. [32] 
AMTPS je v biotehnološke namene prvi uporabil Bordier leta 1981. Za tvorbo 
dvofaznega vodnega sistema z miceli je uporabil ne-ionski surfaktant Triton X-114. V 
opisanem sistemu je raztopil proteine iz celične membrane. Nato je raztopino segreval, 
dokler ni potekla ločitev v dve fazi. Opazil je, da so se hidrofilni proteini skoncentrirali v 
fazo revno z micelami, hidrofobni pa v fazo bogato z micelami. [32, 33] 
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2.3.1.1 Surfaktant 
Surfaktanti so amfifilne molekule, sestavljene iz polarne-hidrofilne »glave« in 
nepolarnega hidrofobnega »repa«. Nepolarne »repe« surfaktanta sestavljajo verige 
ogljikovodikov. Polarni del surfaktanta  lahko nosi pozitiven/negativen naboj, lahko je 
dipolaren (zwitterionski) ali brez naboja. V primeru molekul, občutljivih (npr. proteini)  
na ionsko okolje, je najbolje uporabiti surfaktant brez naboja (ne-ionski), saj lahko ionski 
surfaktanti povzročijo denaturacijo in zmanjšanje biološke aktivnosti. [32, 34] 
Molekule surfaktanta se raztapljajo v vodi toliko časa, dokler ni dosežena kritična micelna 
koncentracija (angl. critical micelle concentration, CMC). Nad to koncentracijo se 
molekule surfaktanta oblikujejo v agregate, ki jih imenujemo micele. [33] 
2.3.1.2 Micele 
Micele sestavljajo monomerne enote surfaktanta, ki se oblikujejo v skupke različnih 
oblik. Nepolarni »repi« molekul surfaktanta se zaradi hidrofobnosti obrnejo navznoter v 
jedro micele, da zmanjšajo stik z vodo, medtem ko se polarne »glave« obrnejo navzven, 
da ostanejo v stiku z vodo. Velikost in obliko micel določa kemijska struktura 
uporabljenega surfaktanta, poleg tega je pomemben tudi vpliv temperature, koncentracije 
surfaktanta, ionska moč in pH. V določenih pogojih micele rastejo v eni ali več 
dimenzijah, pri tem nastanejo različne geometrijske oblike, kar je prikazano na sliki 2.8. 
[32]  
Proces micelacije je rezultat ravnovesja med intermolekularnimi silami, kot so vodikove 
in van der Waalsove ter posledica elektrostatskih, steričnih in hidrofobnih interakcij. Rast 
micel omejujejo sterične interakcije med polarnimi »glavami«, če se le-te preveč 
približajo. Pri uporabi ionskih surfaktantov naboj nosijo »glave«, posledično pa se 
pojavijo še elektrostatske odbojne sile. [32] 
2.3.1.3 Točka motnosti 
Pri določeni temperaturi in koncentraciji surfaktanta vodna raztopina z miceli postane 
motna. Temperaturo, pri kateri se to zgodi, imenujemo točka motnosti (angl. cloud point). 
Preden dosežemo to točko, je surfaktant topen v vodi in z molekulami vode tvori vodikove 
vezi. Ko povišamo temperaturo nad točko motnosti, se vodikove vezi prekinejo. Poleg 
Slika 2.8: Nastanek skupkov micel različnih oblik. [32] 
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tega se ravnovesje med hidrofilnimi in hidrofobnimi interakcijami poruši. Surfaktant 
postane netopen v vodi, kar povzroči ločitev prvotne homogene raztopine v dve ločeni 
fazi. Ena od nastalih faz je bogata s surfaktantom oz. z micelami. V tej fazi se v notranjost 
micel ujamejo hidrofobne molekule. V drugi fazi, kjer je koncentracija surfaktanta veliko 
manjša, ostanejo hidrofilne molekule. Ločitev faz je reverzibilna sprememba, prikazana  
na sliki 2.9. Če sistem ločenih faz ohladimo nazaj na sobno temperaturo, se zopet formira 
homogena raztopina. [33, 35] 
Točka motnosti ne-ionskih surfaktantov je funkcija njihove koncentracije. Li in sodelavci 
so v svoji študiji uporabili tri različne ne-ionske surfaktante: Tergitol 15-S-7, Neodol 25-
7 in Tergirol 15-S-9. Iz eksperimentalnih podatkov so oblikovali fazni diagram, prikazan 
na sliki 2.10, ki prikazuje vpliv utežnega deleža surfaktanta na točko motnosti. Dokler ni 
dosežen minimum, se s povečevanjem koncentracije surfaktanta temperatura točke 
motnosti niža. Nato se trend krivulje obrne, pri višji koncentraciji surfaktanta v raztopini 
poteče ločitev v dve fazi pri višji temperaturi. [35] 
Slika 2.9: Prikaz ločitve faz [32] 
Slika 2.10: Točka motnosti ne-uinskih surfaktantov 
kot funkcija koncentracije surfaktanta. [35] 
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Iz grafa na sliki 2.10 je razvidno, da je pomembno, kakšen surfaktant izberemo. Točka 
motnosti je odvisna od molekulske strukture surfaktanta. V svoji diplomski nalogi sem 
uporabila ne-ionski surfaktant Tergitol 15-S-7. Hidrofoben del tega surfaktanta je 
sestavljen iz ogljikovodikovih verig z 11-15 ogljikovimi atomi. Poleg tega vsebuje še 
etilen-oksidne enote, ki sestavljajo hidrofilen del molekule. [35] 
Li in sodelavci [35] so raziskovali tudi vpliv aditivov na že prej omenjene surfaktante. 
Pogosti aditiv so anorganske soli, polarne organske komponente (alifatski alkoholi, 
maščobne kisline, fenoli), vodotopni polimeri (polietilen glikol, dekstran), polioli 
(glukoza, saharoza, glicerol) in ionski surfaktanti. Poleg tega so Vicente in sodelavci [4] 
kot dodatek AMTPS sistemu uporabili ionske tekočine. Z uporabo ionskih tekočin so 
dosegli večjo učinkovitost ekstrakcije fikobiliproteinov glede na konvencionalne metode 
ter izboljšali selektivnost. Poleg tega imajo ionske tekočine prednost pred običajnimi 
topili, saj so zmožne raztopiti veliko različnih komponent, z izbiro kationa/aniona pa 
lahko povzročimo, da se raztopi le določena komponenta. [33, 35, 4] 
Dodatek anorganskih soli  lahko glede na študijo [35] zmanjša ali poviša točko motnosti. 
Ugotovljeno je bilo, da ima na Tergitol 15-S-7 največji vpliv Na3PO4, saj že pri majhni 
koncentraciji precej zniža temperaturo točke motnosti. Drugačen vpliv na raztopino 
surfaktanta je imel dodatek NaI, ki je zvišal temperaturo točke motnosti. Vpliv aditivov 
na raztopino ne-ionskega surfaktanta, so v omenjeni študiji spremljali tudi prek 
spreminjanja velikosti micel in števila micelnih agregatov. [35] 
Anioni in kationi, ki sestavljajo anorganske soli, imajo različen vpliv na topnost 
surfaktanta v vodni raztopini. Prisotnost nekaterih ionov, kot so Cl-, Br-, I- in NO3-, 
vzpodbujajo tvorbo vodikovih vezi med molekulami surfaktanta in vode. Posledično jih 
obravnavamo kot ione, ki rušijo strukturo vode in s tem izboljšajo topnost surfaktanta v 
vodni raztopini. Iz tega razloga se fazi ločita kasneje. Nekateri ioni imajo nasproten 
učinek, kar pomeni, da zmanjšajo temperaturo točke motnosti. Njihova prisotnost 
zmanjša topnost surfaktanta v vodni raztopini. Takšni ioni so: Li+, Na+, K+, NH4+, Ca2+, 
Mg2+ in F-, SO42-, CO32- in PO43-. Celokupen vpliv dodane soli na točko motnosti 
raztopine ne-ionskega surfaktanta je tako odvisen od kationskega in anionskega dela soli. 
[35] 
 
 15 
 
2.4 Mikrofluidne naprave 
Mikrofluidika je veja znanosti, ki raziskuje obnašanje tekočin na mikro/nano nivoju. 
Razširjena je uporaba mikro-kanalov in mikro-cevk reda velikosti od deset do sto 
mikrometrov, ki omogočajo nadziranje majhnih volumnov tekočin (10-9 do 10-18 litrov). 
[36]  
Začetki raziskovanj na področju mikrofluidike segajo v zgodnja 90. leta prejšnjega 
stoletja. Prve aplikacije iz tega področja so bile uporabljene v analizni kemiji. 
Mikrofluidika je bila na tem področju dobrodošla, saj je omogočala separacijo in 
detekcijo majhnih količin vzorcev. Kasneje se je njena uporaba razširila tudi na področje 
kemije, biologije, farmacije, medicine in fizike. [37] Na področju biotehnologije je široko 
uporabna za različne namene, kot so manipuliranje celic, biosenzorji, odkrivanje 
patogenov, študij kinetike encimskih reakcij, diagnostične naprave, sinteza 
biomaterialov, odkrivanje zdravil, tkivni inženiring, določanja zaporedji DNA in RNA 
ipd. [38] 
Mikrofluidna tehnologija predstavlja povsem nov način izvajanja reakcij, separacije in 
detekcije. Uporaba »lab on a chip« sistemov združuje izvajanje več laboratorijskih funkcij 
na enem mikročipu. Takšen sistem je sestavljen iz različnih komponent, ki zagotavljajo 
vnos in prenos vzorca, mešanje tekočin, nadzor procesa, učinkovito čiščenje/izolacijo 
produkta. Najpogosteje uporabljeni materiali za izdelavo omenjenih komponent so 
kemijsko in termično stabilnih materiali, kot so steklo, silikon, keramika, nerjavno jeklo 
in polimerni materiali. [36, 39]   
Zaradi majhnih dimenzij mikrofluidnih sistemov, je razmerje površine proti volumnu 
veliko (10000-50000 m2/m3). To omogoča učinkovit prenos snovi in toplote ter 
posledično manjšo porabo energije. Poleg tega kontinuirno obratovanje z majhnimi 
volumni zagotavlja manjšo porabo reagentov in topil ter manj proizvedenih odpadkov, 
kar skupno predstavlja znižanje stroškov procesa. Zmanjša se tudi difuzijska pot, kar je 
zaželeno predvsem pri katalitskih reakcijah. Znotraj mikrokanalov se vzpostavi laminarni 
tok, ki omogoča večji nadzor nad procesi, saj se tokovnice s časom ne spreminjajo. [40, 
5] 
Zaradi majhnosti lahko sistem brez težav prenesemo v bližino surovin, ki jih pri danem 
procesu potrebujemo. Mikrofluidna tehnologija ima velik potencial tudi v začetnem 
razvoju, saj lahko hitro izvedemo veliko število vzporednih poskusov in preverimo več 
spremenljivk, ne da bi pri tem porabili velike količine reagentov. S tem lahko oblikujemo 
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avtomatizirano proizvodnjo, ki nam bo prinesla visoke izkoristke. Integracija oz. 
vzporedno izvajane procesov pa omogoča povečanje proizvodnje. [5] 
2.4.1 Ekstrakcije z mikrofluidnimi sistemi 
Ekstrakcija tekoče-tekoče je proces, pri katerem se ena ali več komponent iz napajalnega 
toka raztaplja v toku topila. Posledično te komponente prehajajo in se skoncentrirajo v 
topilu. Izstopni tok, v katerem se je ekstrahirala ciljna komponenta, imenujemo ekstrakt. 
Ekstrakcija tekoče-tekoče v mikrofluidnem sistemu poteka z difuzijo snovi preko 
medfazne površine. Majhne dimenzije mikrokanalov še posebej ugodno vplivajo na to 
separacijsko tehniko, saj izjemno zmanjšajo transportne poti ter zagotavljajo veliko 
medfazno površino za prenos snovi. [37, 41] 
Proces ekstrakcije znotraj mikrofluidnih sistemov je pogosto sestavljen iz dveh stopenj – 
mešanja, pri katerem faze pridejo v stik ter separacije faz. Pomembno je, da se faze med 
seboj ne mešajo oz. se le delno mešajo. Proces separacije poteka v ekstrakcijskih kolonah 
ali v enotah, ki združujejo mikromešalnik in usedalnik. [39] 
V primeru večfaznega toka v mikrokanalu so možni različni tokovni režimi, kar je 
prikazano na sliki 2.11. Dejavniki, ki vplivajo na obliko toka fluidov, so geometrija 
mikrofuidne naprave, fizikalne in kemijske lastnosti fluidov, velikost in razmerje 
pretokov faz. Izrednega pomena so tudi površinske in viskozne sile, ki na mikro-nivoju 
dominirajo nad gravitacijskimi silami. [37, 38, 39]  
Slika 2.11: Tokovni režimi nemešljivih tekočin znotraj mikrokanalov: a) paralelni tok; 
b) paralelni tok z dvema medfaznima površinama; c) kapljičast tok; d) segmentirani tok 
s Taylorjevimi kapljicami; e) anularni tok; f) dispergirani tok. [38] 
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Razširjena je uporaba sotočnih in protitočnih ekstraktorjev ter ekstraktorjev, pri katerih 
je ena faza stacionarna, druga pa mobilna (angl. »stop-flow« extractor). [42] 
2.4.1.1 Stop-flow ekstraktor 
Glavna značilnost teh ekstraktorjev je, da je ena izmed faz mobilna, druga pa ostaja 
stacionarna kot posledica površinske napetosti ali centrifugalne sile. Pri tem se porabi 
mikroliterske volumne vzorca, zato se ta vrsta ekstrakcije uporablja predvsem v analitiki. 
[42] 
Prva možnost je uporaba mikro-igle, s katero se ustvari mikrolitrska kapljica 
ekstrakcijskega topila, ki je potopljena v mobilno fazo. Pri tem se topljenec iz mobilne 
faze ekstrahira v stacionarno kapljico, ki jo nato shranimo nazaj v mikro-iglo. V namen 
izboljšanja stabilnosti kapljice se uporabljajo mikroporozne membrane, ki obdajo 
kapljico na koncu mikro-igle. [42] 
Druga možna izvedba je centrifugalni mikrofluidni ekstraktor, pri katerem organska faza 
v kapljičastem toku teče skozi vodno fazo, ki zaradi centrifugalne sile ostaja stacionarna. 
Primer takšnega reaktorja se uporablja v protitočni kromatografiji (angl. countercurrent 
chromatography, CCC). [42] 
2.4.1.2 Sotočni ekstraktorji 
V tem primeru topilo in napajalni tok tečeta v isto smer, kar omogoča izvedbo kontinuirne 
ekstrakcije. Prenos snovi poteka z difuzijo preko medfazne površine. Z uporabo različnih 
oblik mikrokanalov lahko na vstopu vplivamo na tok faz. V mikrokanalu se posledično 
lahko oblikuje paralelni tok, dispergirani tok, anularni tok, kapljičasti tok ali segmentirani 
tok s Taylorjevimi kapljicami. Ker je prenos snovi v sotočnem ekstraktorju omejen s 
termodinamskim ravnotežjem med fazama, se pogosto uporablja integracija več sotočnih 
ekstraktorjev, ki jih je potrebno kombinirati z enakim številom usedalnikov, v katerih 
poteka ločitev faz. [42, 43] 
2.4.1.3 Protitočni ekstraktorji 
Najvišjo učinkovitost ekstrakcije je mogoče doseči s protitočnimi ekstraktorji, pri katerih 
topilo (običajno organska faza) teče v nasprotno smer kot napajalni tok (običajno vodna 
faza). Tok v nasprotno smer je zaradi majhnih dimenzij in posledično velike površinske 
napetosti težko doseči. Zato je pri kontinuirnih protitočnih ekstraktorjih za ohranjanje 
stabilne medfazne površine pogosta uporaba mikroporozne membrane, ki ločuje organsko 
fazo od vodne in vzdržuje laminaren tok. Pomembno je poudariti, da je slabost takšne 
izvedbe zmanjšanje kontaktne površine. Poleg tega je pomembno vzdrževanje 
 18 
 
konstantnega tlaka, da ne pride do prehajanja ene faze v drugo. Druga rešitev je obdelava 
sten mikrokanalov, tako da je en del stene hidrofilen, drugi pa hidrofoben. To povzroči, 
da organska faza teče ob hidrofobnem delu, vodna faza pa ob hidrofilnem, kar zagotovi 
stabilno medfazno površino. Ta metoda se uporablja tudi v primeru sotočnih 
ekstraktorjev. [39, 42] 
Ena od možnosti, ki zaradi kompleksnejše izvedbe še ni uporabljena v industrijskem 
merilu, je uporaba večstopenjskih protitočnih mikro-ekstraktorjev. Sestavljeni so iz več 
stopenj, med katerimi vsaka stopnja vsebuje mikro-mešalo in usedalnik. Mikro-mešalnik 
povzroči disperzijo faz, pri čemer si želimo nastanek čim manjših kapljic in s tem večje 
medfazne površine, skozi katero poteka prenos snovi. Mešalniku sledi usedalnik, kjer se 
fazi ločita zaradi razlik v gostoti. Vendar pa je potrebno omeniti, da je popolno ločitev 
faz na mikro-nivoju težko doseči zaradi prevlade površinskih sil nad gravitacijo. S takšno 
izvedbo omogočimo večkratno vzpostavljanje ravnotežja in posledično dosežemo višjo 
stopnjo čistosti ciljne komponente. Pri tem ceno procesa poveča uporaba črpalk in 
kontrolnih ventilov med posameznimi fazami. [39, 42] 
2.4.2 Mikro-mešalniki 
V mikrofluidnem sistemu se zaradi majhnih dimenzij vzpostavi laminaren tok. Če bi se v 
mikrokanalu srečala dva različna tokova, bi potovala paralelno naprej brez vrtincev oz. 
turbulence. Oba tokova bi obdržala laminaren tokovni profil, prenos snovi med tokovoma 
pa bi potekal samo z difuzijo, ki predstavlja spontano razširjanje snovi zaradi naključnih 
premikov molekul ali ionov. Če bi želeli tekočini bolj intenzivno pomešati, bi morali v 
sistem vključiti mešalne elemente. [36] 
Mikro-mešalniki se glede na vir energije, ki povzroči mešanje tekočine, delijo na aktivne 
in pasivne. Prvi energijo za mešanje dobijo iz zunanjega vira, drugi pa si vložek energije 
zagotovijo s pomočjo črpalk in hidrostatičnega potenciala, kar povzroča različne oblike 
toka in s tem hitrejše mešanje. [39, 44] 
Aktivni mešalniki s pomočjo ultrazvočnih, zvočnih ali elektromagnetnih vibracij 
povzročijo periodično spreminjanje pretokov tekočin, kar povzroča pulzirajočo motnjo v 
celotnem toku in s tem mešanje. Primer tega je stresanje tekočin na osnovi akustičnih 
valov (angl. acoustic fluid shaking), pri katerem v tekočino vnesejo zračni mehurček, ki 
zaradi akustičnih valov niha in s tem ustvarja strižne sile. Posledično se ustvari 
turbulenten tok tekočine okrog zračnega mehurčka, kar zagotavlja učinkovito mešanje. 
Turbulentno gibanje je mogoče doseči tudi z rotorji, črpalkami in ventili v mikro-
dimenzijah. [44] 
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Pasivni mešalniki imajo preprostejšo izvedbo, vendar pogosto ne dosežejo tako dobrega 
pomešanja kot aktivni mešalniki. Turbulentni tok se ustvari z različno geometrijo 
mikrokanalov in mešalnih komor. Najosnovnejša sta T- in Y-kanal, kjer se tokova srečata 
iz nasprotnih smeri. Druga možnost je, da v glavni tok preko šob vstopa večje število 
tokov, kar povzroča še bolj kaotičen tok tekočine. Nekoliko bolj zahtevna izvedba so 
mešalne celice, ki so podobne kromatografskim kolonam s polnili. Kombinacija difuzije 
in konvektivnega toka omogoča mešanje znotraj različno oblikovanih mikrokanalov. [44] 
Na sliki 2.12 je primer takšne celice, znotraj katere so manjši kanali, meandri in ovire, ki 
omejujejo tok tekočine in povzročajo mešanje tekočine. [44]  
2.5 Ultrafiltracija  
Membranske separacije se uporabljajo z namenom ločitve večkomponentnih mešanic s 
pomočjo uporabo polprepustne pregrade, ki je različno propustna za različne 
komponente. Napajalni tok se pri prehodu skozi membrano loči na permeat, ki preide 
skozi membrano, in na retentat ali koncentrat, ki ne preide membrane. Transmembranski 
fluks izbrane komponente (𝑁𝑁𝑖𝑖) je definiran kot: 
𝑁𝑁𝑖𝑖 = (𝑃𝑃𝑀𝑀𝑀𝑀𝑙𝑙𝑀𝑀 )(𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔𝑔)  (2.1) 
V enačbi 2.1 𝑃𝑃𝑀𝑀𝑖𝑖 predstavlja propustnost membrane za komponento i, 𝑙𝑙𝑀𝑀 je debelina 
membrane. Gonilna sila membranskih procesov je tlačni gradient, koncentracijski 
gradient, električna napetost itd. [41]  
Slika 2.12: Mikrostrukturirana mešalna celica 
za mešanje toka A in B. [44] 
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Najpogosteje se uporabljajo membrane iz polimernih, keramičnih ali kovinskih  
materialov, lahko pa so tudi plinaste ali tekoče. Glede na način prehoda molekul skozi 
polimerne membrano jih lahko razdelimo na neporozne in mikroporozne membrane. Pri 
neporoznih amorfnih membranah je premer por manjši od 1 nm. Molekule se v polimerni 
membrani raztapljajo in prehajajo skoznjo z difuzijo. Ta način separacije je prevladujoč 
pri plinski permeaciji, selektivnem uparevanju in reverzni osmozi. Mikroporozne 
membrane vsebujejo pore reda velikosti od 1 nm do 10 µm, ki so različno propustne za 
različne komponente. Posledično zadržijo molekule, ki so večje kot pore, ostale 
komponente pa z difuzijo prehajajo skozi. Prepustnost je v tem primeru odvisna od 
poroznosti, ki jo določa število in premer por, ter od faktorja tortuoznosti. Faktor 
tortuoznosti opisuje stopnjo ukrivljenosti por, zaradi katere se molekulam pot skozi poro 
podaljša. Definiran je kot odstopanje oblike por od oblike popolnega valja. [41] 
Glede na velikost por pri mikroporoznih membranah razlikujemo med tremi tipi 
separacij: [41] 
• Mikrofiltracija (pore velikosti od 20 nm do 10 µm) 
• Ultrafiltracija (pore velikosti od 1 do 20 nm) 
• Nanofiltracija (pore velikosti nekaj nm) 
V primeru ultrafiltracije se običajno uporabljajo celulozne, poliamidne ali polisulfonske 
membrane. Separacija poteka na osnovi tlačnega gradienta, ki omogoča ločbo vsaj enega 
od topljencev iz vhodne vodne raztopine. Membrane, ki so namenjene ultrafiltraciji, so 
sposobne zadržati biomolekule, polimere, sladkorje z molekulsko maso reda velikosti od 
300 Da do 500 kDa. [41] 
Membrane lahko karakteriziramo glede na mejno molekulsko maso (angl. nominal 
molecular weight cut-off, MWCO). MWCO je definirana kot najmanjša molekulska masa 
raztopljene molekule, ki jo je membrana zmožna zadržati v 90% (σ ≥ 0.9). Zadrževalni 
faktor (σ) je povezan z razmerjem koncentracije komponente i v permeatu (𝑐𝑐𝑖𝑖,𝑃𝑃) in 
retentatu (𝑐𝑐𝑖𝑖,𝑅𝑅) (enačba 2.2). Zavzema vrednosti med 0 in 1, pri čimer bližje kot smo 
vrednosti 1, bolj je membrana neprepustna za  komponento i. [41] 
𝜎𝜎𝑖𝑖 = 1 − 𝑐𝑐𝑀𝑀,𝑃𝑃𝐶𝐶𝑀𝑀,𝑅𝑅  (2.2) 
Pri izbiri membrane je ključnega pomena, da je izbrana membrana dobro prepustna, 
visoko selektivna, mehansko stabilna, kemijsko inertna ter biokompatibilna. Poleg tega 
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lahko na proces ločbe vplivamo s postavitvijo vhodnega toka, ki lahko do membrane 
prihaja v direktnem ali tangencialnem toku. Direktni tok (angl. dead-end filtration, DEF) 
se uporablja pri šaržnih procesih, pri čemer razredčena vhodna raztopina prehaja 
membrano zaradi tlačne razlike na obeh straneh membrane. S časom se na membrano 
nalaga čedalje več materiala, zato je za ohranitev konstantnega pretoka permeata potrebno 
povečati tlak. Posledično DEF obratuje pri konstantnem tlaku ali konstantnem fluksu oz. 
kombinaciji obojega. Tangencialni tok (angl. tangential flow filtration, TFF) se uporablja 
pri kontinuirnih procesih in se pogosto izvaja pri ultrafiltraciji. Vhodna raztopina v tem 
primeru teče prečno glede na površino membrane (slika 2.13). Glede na pozicijo toka 
retentata in permeata ločimo sotočno, protitično in prečno obratovanje. [41] 
2.6 Določanje koncentracije fikobilinov v ekstraktih 
Zelo pogost način določanja koncentracije fikobilinov v ekstraktih rdečih alg je s pomočjo 
merjenja absorpcije. Koncentracija je določena kot produkt vrednosti absorpcije v 
območju značilnih vrhov nad bazno linijo in absorpcijskega koeficienta, specifičnega za 
določen fikobilin. Bazna linija je določena kot premica, ki povezuje točke v spektru pri 
455 nm, 592 nm in 645 nm. V primeru izjemno čistih fikobilinskih ekstraktov je bazna 
linija vodoravna, zato lahko za izračun koncentracije uporabljamo najpreprostejšo obliko 
Beer-Eshel enačb (enačba 2.3). [46] 
𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃] = (𝐴𝐴564 − 𝐴𝐴730) ∙ 𝜀𝜀  (2.3) 
Enačba predstavlja koncentracijo fikoeritrina, ki jo izračunamo kot produkt 
absorpcijskega koeficienta ε in razlike absorbance pri 564 nm, kjer se nahaja značilen 
maksimum za R-PE, ter absorbance pri 730 nm. Absorpcijski koeficienta ε je odvisen od 
medija, v katerem pripravimo ekstrakt. [46] 
Slika 2.13: Shematičen prikaz filtracije pri direktnem vhodnem toku 
(levo) in tangencialnem vhodnem toku (desno). [45] 
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Glede na raziskave Beera in Eshela [46] bazne linije večinoma niso vodoravne, zato je 
potrebno zgornji enačbi izpopolniti. Vrednost absorbance pri 455 nm je višja kot vrednost 
pri 592 nm in 645 nm. Bazna linija je torej nagnjena kot posledica ostankov celic in ne-
fikobilinskih celičnih komponent prisotnih v ekstraktu. Vpliv celičnih ostankov lahko 
zmanjšamo z dovolj dolgim procesom centrifugacije. [46] 
Na sliki 2.14 je prikazan spekter ekstrakta pridobljenega iz alge Gracilaria sp., spekter  
ekstrakta alge Ulva sp. in spekter mešanice obeh ekstraktov. Ekstrakt Ulva sp. vsebuje 
ne-fikobilinske komponente, ki vplivajo na bazno linijo. Kot je razvidno iz grafa na sliki 
2.14 je prisotnost teh komponent povzročila večjo strmino bazne linije. Poleg tega se 
absorpcije posameznih komponent seštevajo. [46] 
V ekstraktu določene alge je navadno prisotnih več različnih pigmentov. Na primer 
ekstrakt, pridobljen iz alge Gracilaria sp., vsebuje fikoeritrin, fikocianin, alofikocianin 
ter klorofil A. Vrhovi v spektrih teh pigmentov se deloma prekrivajo in s tem seštevajo, 
kar je razvidno iz slike 2.15. Posebej je prikazan spekter R-PE in R-PC ter spekter 
mešanice obeh fikobiliproteinov. Vrednost absorbance pri 564 nm je v primeru mešanice 
obeh fikobiliproteinov vsota vrednosti obeh absorbanc pri tej valovni dolžini. [47] 
Slika 2.14: Absorpcijski spekter ekstrakta iz Gracilaria sp. (_____), 
ekstrakta iz Ulva sp. (……) in mešanice obeh ekstraktov (-----). [46] 
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Bazno linijo, ki ni vodoravna, je mogoče opisati z eksponentno funkcijo (enačba 2.4) ali 
linearno enačbo (enačba 2.5). Na ta način so pridobljene razširjene Beer-Eshelove enačbe, 
ki niso odvisne od časa centrifugacije in ostalih komponent prisotnih v ekstraktu.  
𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃] = (𝐴𝐴564 − exp(𝑙𝑙𝑔𝑔𝐴𝐴564 + (𝑙𝑙𝑔𝑔𝐴𝐴455 − 𝑙𝑙𝑔𝑔𝐴𝐴592) ∙ 0,15)) ∙ 𝜀𝜀  (2.4) 
𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃] = ((𝐴𝐴564 − 𝐴𝐴592) − (𝐴𝐴455 − 𝐴𝐴592) ∙ 0,20) ∙ 𝜀𝜀  (2.5) 
Enačbi 2.4 in 2.5 dajeta zelo podobne rezultate, zato je zaradi preprostejše oblike bolj 
priporočljivo uporabljati drugo enačbo. ε predstavlja absorpcijski koeficient, posamezni 
A pa absorbance pri določeni valovni dolžini. [46] 
  
Slika 2.15: Absorpcijski spekter raztopine R-PE, raztopine 
R-PC ter raztopine mešanice R-PE in R-PC. [47] 
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3 Eksperimentalni del  
3.1 Kemikalije 
3.1.1 Uporabljene biomolekule 
• Rdeče makroalge (Gracilaria sp., pridobljene od podjetja ALGAPlus, Lda, 
Ílhavo, Portugal) 
• Standardna raztopina R-fikoeritrina (približna koncentracija: 10 mg/mL, Sigma-
Aldrich) 
3.1.2 Komponente za pripravo dvofaznih vodnih sistemov 
• Tergitol 15-S-7 (Sigma-Aldrich) 
• Kemikalije uporabljene za pripravo McIlvaine pufra:  
o Natrijev hidrogenfosfat dihidrat Na2HPO4·2H2O (Merck)  
o Citronska kislina monohidrat C6H8O7·H2O (Merck) 
3.1.3 Ostale kemikalije 
• H2O, demineralizirana in ultra čista voda 
• Tekoči dušik 
• Barvilo Coomassie Brilliant Blue R-250  
3.2 Aparature  
• Mikroskop  
• pH meter 
• Magnetno mešalo  
• Stresalnik  
• Centrifuga (Heraeus Sepatech Biofuge 17RS) 
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• UV-VIS spektrofotometer (Shimadzu UV-2450) 
• Injekcijske črpalke 
• Kovinske injekcije 
• Vodna kopel 
• Analitska tehtnica 
• Avtomatske pipete 
• Membrano Ultracel iz regenerirane celuloze reda velikosti 100 kDa 
• Mikrofluidni čipi: 
o Mikročip (Micronit, steklen, dimenzije kanala: 150µm x 150µm x 
332mm) 
o Mikročip za mešanje (Chip shop, dimenzije kanala: 300 µm x 600 µm x 
1450 mm) 
o Element za mešanjem s frito (VICI) 
o Stojalo za mikročip (Micronit) 
o Polimerne cevke s premerom 0,5 mm 
o Mikrousedalnik (UL FKKT, volumen: 1290 µL) 
o Ultrafiltracijski modul (UL FKKT, volumen: 87 µL) 
3.3 Izvedba eksperimentov 
3.3.1 Priprava vodnega ekstrakta alg 
Ekstrakt sem pripravila iz svežih alg, ki sem jih hranila pri temperaturi –20°C zavite v 
aluminijasto folijo. Predhodno sem alge vzela iz zamrzovalnika. Alge sem najprej zmlela 
v terilnici s pomočjo tekočega dušika, nato pa še v kavnem mlinčku. V plastično 
centrifugirko sem zatehtala med 4 in 5,5 g tako pripravljenih alg. Dodala sem jim ultra 
čisto vodo, pri čemer sem potrebno količino določila s sklepnim računom z upoštevanjem 
razmerja, da je potrebno na 5,7 g alg dodati 7,1 g vode. Tako pripravljeno mešanico sem 
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pri 25°C pustila 20 min na stresalniku  pri 250 min-1. Potem sem vsebino skozi gazo 
prefiltrirala v centrifugirko, ki sem jo še 30 minut pri 4°C centrifugirala s 3500 
obratov/min. Raztopino sem previdno prelila v merilni valj in določila volumen ter maso 
pridobljenega ekstrakta. Do analize sem ekstrakt hranila v mikrocentrifugirki, ki sem jo 
zavila v aluminijasto folijo, da sem preprečila vpliv svetlobe. 
3.3.2 Šaržni proces čiščenja R-PE z uporabo dvofaznega sistema z miceli 
Za pripravo 10 g dvofaznega vodnega sistema z miceli (AMTPS) z 10 ut% ekstrakta alg 
sem potrebovala 1 g surfaktanta, 8 g McIlvaine pufra in 1 g ekstrakta alg. Ko sem 
pripravljala AMTPS z 20 ut% ekstrakta alg, sem potrebovala 1 g surfaktanta, 7 g 
McIlvaine pufra in 2 g ekstrakta alg. Uporabila sem surfaktant Tergitol 15-S-7, ki ima 
točko motnosti med 34 in 40°C. McIlvaine pufer s pH 7,00 sem pripravila iz ultra čiste 
vode, citronske kisline monohidrata (C6H8O7.H2O) in natrijevega hidrogenfosfat dihidrata 
(Na2HPO4.2H2O). V plastično epruveto sem najprej zatehtala Tergitol in McIlvaine pufer. 
Vsebino epruvete sem dobro premešala s stresanjem v roki ter z uporabo vorteksa. Nato 
sem jo približno eno uro pustila stati na sobni temperaturi. Na koncu sem dodala ekstrakt 
in vse skupaj še enkrat dobro premešala. Epruveto sem proti svetlobi zaščitila z 
aluminijasto folijo in jo za 4 ure postavila v vodno kopel na 40°C. Po ločitvi faz sem s 
plastično injekcijo z iglo odvzela najprej zgornjo nato pa še spodnjo fazo in ju shranila v 
ločeni epruveti. 
3.3.3 Čiščenje R-PE v sistemu mikrofluidnih naprav z uporabo dvofaznega sistema z 
miceli 
Običajno sem pripravila 20 g vhodne raztopine po enakem postopku kot za šaržni proces, 
ki je opisan v poglavju 3.3.2. Pripravljeno raztopino v epruveti sem dobro premešala, nato 
pa z aluminijasto folijo zaščitila pred svetlobo. 
Kovinsko injekcijo sem do 8 mL napolnila s pripravljeno homogeno vhodno raztopino. S 
pomočjo črpalke sem raztopino črpala s pretokom 160 µl/min preko 26 cm dolge plastične 
cevke premera 0,5 mm v mikročip, ki je bil potopljen v kopel s 60°C. V mikročipu je 
zaradi povišane temperature v trenutku potekla ločitev homogene vhodne raztopine v dve 
fazi. Mikročip je bil naprej preko 44 cm dolge cevke premera 0,5 mm povezan z 
mikrousedalnikom, ki je bil potopljen v vodno kopel s 40°C.  V mikrousedalniku sta se 
fazi ločili zaradi gravitacije: spodnja faza je bila intenzivno roza barve, zgornja pa je bila 
šibko obarvana. Iz mikrousedalnika sem spodnjo fazo črpala s polovico vhodnega 
pretoka. Zgornja faza je prosto iztekala v mikrocentrifugirko. Preden sem začela z 
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zbiranjem zgornje in spodnje faze, sem počakala, da se je vzpostavilo stacionarno stanje. 
Zgornja in spodnja faza sta se po sredini usedalnika ločili. (slika 3.1) 
3.3.4 Ultrafiltracija 
Predhodno opisanemu mikrofluidnem sistemu v poglavju 3.3.3 sem dodala še ultra- 
filtracijski modul. Zanj sem uporabila membrano Ultracel iz regenerirane celuloze reda 
velikosti 100 kDa. Izhod spodnje faze iz mikrousedalnika sem povezala z ultra-
filtracijskim modulom, iz katerega sem črpala koncetrat s četrtino vhodnega pretoka (40 
µL/min), permeat pa je prosto tekel v mikrocentrifugirko. (slika 3.2) 
3.3.5 Uporaba mikrofluidnega sistema za pomešanje vhodne raztopine  
Po postopku opisanem v poglavju 3.3.1 sem pripravila ekstrakt. Za pripravo AMTPS z 
20 ut% ekstrakta alg sem v plastično epruveto natehtala 2 g Tergitola in 14 g McIlvaine 
pufra ter dobro premešala. Ekstrakt sem napolnila v eno kovinsko injekcijo, raztopino 
pufra in surfaktanta pa v drugo kovinsko injekcijo. 
Sestavila sem mikrofluidni sistem, ki je v prvi fazi zmešal ekstrakt z raztopino surfaktanta 
in pufra. Da sem pridobila čim bolj homogeno vhodno raztopino, sem vodni ekstrakt iz 
prve injekcije ter raztopino pufra in surfaktanta iz druge injekcije črpala s konstantnim 
pretokom po dveh 13,1 cm dolgih plastičnih cevkah. Ekstrakt sem v sistem črpala z 32 
µL/min, raztopino pufra in surfaktanta pa s 128 µL/min. Skupni pretok je znašal 160 
Slika 3.1: Shema mikrofluidnega sistema 
Slika 3.2: Shema mikrofluidnega sistema z ultrafiltracijskim modulom 
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µL/min. Tokova sta v nasprotnih smereh vstopala v mešalni element s frito, kjer sta se 
pomešala. Frita je bila naprej povezana preko 16 cm dolge cevke z mikrokanalom z 
meandri. V njem se je raztopina ekstrakta, surfaktanta in pufra še dodatno premešala. Vse 
uporabljene cevke so imele premer 0,5 mm. Izhodna raztopino AMTPS z 20 ut% 
ekstrakta alg, ki je prihajala iz mikrokanala za mešanje, je predstavljala homogeno 
vhodno raztopino. Na začetku sem jo nekaj časa zbirala v mikrocentrifugirko, da sem jo 
analizirala na spektrofotometru. Potem sem izhod iz mikrokanala povezala prek 29,3 cm 
dolge cevke z mikročipom, ki je bil postavljen v vodno kopel s 60°C. Fazi, ki sta se ločili 
v mikročipu, sta naprej potovali po 44 cm dolgi cevki v mikrousedalnik, kjer je bila 
ločitev faz dobro vidna. Spodnjo fazo sem s polovičnim pretokom (80 µL/min) črpala v 
tretjo kovinsko injekcijo. Zgornja faza je prosto odtekala v mikrocentrifugirko. Preden 
sem začela zbirati fazi, sem počakala na vzpostavitev stacionarnega stanja. (slika 3.3) 
3.4 Analizne metode 
Vzorcem sem določevala koncentracijo R-PE s pomočjo uporabe UV-VIS 
spektrofotometra. Absorbance sem merila v območju med 200 in 700 nm, pri 25°C. 
Uporabljala sem kivete volumna 300 µL. Prvo kiveto sem napolnila z vzorcem, drugo pa 
z referenco, ki je predstavljala ozadje. Ker sem uporabljala dvožarkovni 
spektrofotometer, je le-ta samodejno odštel ozadje. 
Za izdelavo umeritvenih krivulj sem uporabljala standardno raztopino R-PE s približno 
koncentracijo, večjo od 10 mg/ml. Standard sem 200-krat razredčila in mu izmerila 
absorbanco pri 565 nm.  S pomočjo enačbe 3.1 sem nato izračunala točno koncentracijo. 
𝑐𝑐 = 𝐴𝐴∙𝑀𝑀
𝑙𝑙∙𝜀𝜀
  (3.1) 
Slika 3.3: Shema mikrofluidnega sistema z dodanimi mešalnimi elementi. 
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V enačbi 3.1 A predstavlja absorbanco, ki sem jo izmerila, l debelino vzorca, čez katerega 
je potoval žarek, M molsko maso R-PE, ki znaša 240 kDa. ε je ekstinkcijski koeficient, 
ki je za uporabljen standard znašal 1,96 ∙ 106  L/(mol∙cm). Izračunala sem, da je točna 
koncentracija uporabljenega standarda 13,28 mg/ml. 
Umeritvene krivulje sem pripravila tako, da sem posamezni fazi dodala določeno količino 
standarda in s tem pripravila raztopine z želeno koncentracijo. Nato sem posnela spektre 
posameznih raztopin. Na grafu 3.1 je prikazan spekter pripravljene vodne raztopine s 
koncentracijo R-PE 0,025 mg/ml. Bazno linijo dobljenega spektra sem določila tako, da 
sem povezala dna krivulj pri okoli 425 nm in 700 nm. Nato sem izračunala razlike 
vrednosti absorbance pri 565 nm in vrednosti na bazni liniji pri 565 nm (graf 3.1). Na 
enak način sem določila razlike absorbance pri 565 nm za pripravljene raztopine s 
koncentracijo R-PE 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,15 mg/ml in 0,2 mg/ml. Pridobljene razlike 
absorbanc sem uporabila za izris umeritvene krivulje.  
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Graf 3.1: Določitev razlike vrednosti absorbanc pri 565 nm. 
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Na grafih 3.2, 3.3 in 3.4 so prikazane umeritvene krivulje posameznih faz. 
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Graf 3.2: Umeritvena krivulja za R-PE v vhodni fazi. 
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Graf 3.4: Umeritvena krivulja za R-PE v spodnji fazi. 
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Graf 3.3: Umeritvena krivulja za R-PE v zgornji fazi. 
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Tabela 3.1: Nakloni umeritvenih krivulj ter absorpcijski koeficienti (ε), ki predstavljajo 
recipročne vrednosti naklona umeritvenih krivulj. 
 Ekstrakt Vhodna raztopina Spodnja faza Zgornja faza 
k 8,1797 8,3201 8,2629 7,729 
ε 0,1223 0,1202 0,1210 0,1294 
 
Pridobljene absorpcijske koeficiente (tabela 3.1) sem v nadaljevanju uporabila v 
razširjeni obliki Beer-Eshelove enačbe (enačba 2.5), s pomočjo katere sem izračunala 
koncentracijo R-PE v določeni fazi.  
3.5 Izračun parametrov učinkovitosti čiščenja  
Učinkovitost ekstrakcije in čiščenja R-PE sem ocenila s pomočjo različnih parametrov, 
pridobljenih iz literature. [4] 
Proces ekstrakcije sem ovrednotila s parametrom: 
• Masa dobljenega R-PE v ekstraktu glede na maso svežih alg (mg R-PE/g alg) 
𝑐𝑐 [𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃]𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒∙𝑉𝑉𝑝𝑝𝑒𝑒𝑀𝑀𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑒𝑒𝑝𝑝𝑒𝑒𝑝𝑝𝑒𝑒 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒
𝑚𝑚𝑒𝑒𝑠𝑠𝑒𝑒ž𝑀𝑀ℎ 𝑒𝑒𝑝𝑝𝑝𝑝      (3.2) 
Primerjala sem spodnjo fazo, v kateri se je R-PE skoncentriral, z zgornjo fazo, ki je 
vsebovala več drugih proteinov.  
• Porazdelitveni koeficient R-PE v spodnjo fazo 
𝐾𝐾[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃]𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 𝑓𝑓𝑠𝑠𝑓𝑓𝑠𝑠 = 𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃]𝑒𝑒𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃]𝑓𝑓𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒    (3.3) 
Pri procesu čiščenja sem primerjala pridobljene zgornje in spodnje faze z vhodno 
homogeno AMTPS raztopino. Tako pri šaržnem procesu čiščenja kot v primeru uporabe 
mikrofluidnega sistema sem koncentracijo R-PE v posamezni fazi določila s pomočjo 
Beer-Eshelovih enačb. Tako sem parametre učinkovitosti pri različnih postopkih čiščenja 
izračunala na enak način, le da sem v primeru šaržnega procesa uporabila volumne 
posameznih faz, pri mikrofluidnem sistemu pa sem uporabila volumske pretoke.  
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• Dobitek R-PE v spodnjo fazo glede na vhodno raztopino (angl. Extraction 
efficiency): 
𝐸𝐸𝐸𝐸[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃] = 𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃]𝑒𝑒𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒∙𝛷𝛷𝑒𝑒𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃]𝑠𝑠ℎ𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑒𝑒 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒𝑝𝑝𝑝𝑝𝑀𝑀𝑝𝑝𝑒𝑒∙𝛷𝛷𝑠𝑠ℎ𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑒𝑒 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒𝑝𝑝𝑝𝑝𝑀𝑀𝑝𝑝𝑒𝑒 ∙ 100 %  (3.4) 
• Celokupni izkoristek R-PE po čiščenju: 
𝜂𝜂[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃] = (𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃]𝑒𝑒𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒∙𝛷𝛷𝑒𝑒𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒)+(𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃]𝑓𝑓𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒∙𝛷𝛷𝑓𝑓𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒)(𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃]𝑠𝑠ℎ𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑒𝑒 𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒∙𝛷𝛷𝑠𝑠ℎ𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑒𝑒 𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒) ∙ 100%     (3.5)
           
Izračunala sem še dobitek R-PE v določeno fazo glede na izstopni masni pretok R-PE 
(angl. Recovery). V primeru mikrofluidnega sistema sta izstopni pretok predstavljali 
zgornja in spodnja faza, v primeru uporabe ultrafiltracijskega modula pa koncentrat in 
permeat. 
• Dobitek R-PE v spodnjo fazo glede na izstopni masni pretok R-PE: 
𝑅𝑅𝑔𝑔𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃] 𝑠𝑠𝑠𝑠 = 𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃]𝑒𝑒𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒∙𝛷𝛷𝑒𝑒𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒(𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃]𝑒𝑒𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒∙𝛷𝛷𝑒𝑒𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒)+(𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃]𝑓𝑓𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒∙𝛷𝛷𝑓𝑓𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒) ∙ 100%     (3.6) 
 
• Dobitek R-PE v zgornjo fazo glede na izstopni masni pretok R-PE: 
𝑅𝑅𝑔𝑔𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃] 𝑓𝑓𝑧𝑧 = (𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃]𝑓𝑓𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒∙𝛷𝛷𝑓𝑓𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒)(𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃]𝑒𝑒𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒∙𝛷𝛷𝑒𝑒𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒)+(𝑐𝑐[𝑅𝑅−𝑃𝑃𝑃𝑃]𝑓𝑓𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒∙𝛷𝛷𝑓𝑓𝑝𝑝.  𝑓𝑓𝑒𝑒𝑓𝑓𝑒𝑒) ∙ 100%    (3.7) 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Analiza ekstrakta 
Z vodno ekstrakcijo sem pridobila med 0,15 in 0,26 mg R-PE/g svežih alg. Dobljen 
rezultat je bil odvisen od tega, kako močno sem uspela zmleti alge ter od vsebnosti vode 
v algah. Izračunan rezultat je primerljiv z rezultati iz literature [12], kjer so z različnimi 
metodami ekstrakcije v pufrnih in vodnih raztopinah pridobili od 0,1 do 0,3 mg R-PE/g 
svežih alg. (slika 4.1) 
Graf 4.1 predstavlja spekter ekstrakta, na katerem so pri 498 nm, 540 nm in 565 nm vidni 
karakteristični vrhovi za R-PE. Poleg tega je v ekstraktu prisoten fikocianin, ki ima 
maksimum pri 618 nm. Opazen je tudi manjši vrh pri 650 nm, ki pripada alofikocianinu. 
Okoli 280 nm se v spektru pojavljajo vrhovi, ki predstavljajo aminokislinske ostanke 
apoproteina. 
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Slika 4.1: Ekstrakt iz svežih alg. 
Graf 4.1: Absorpcijski spekter ekstrakt iz svežih alg. 
 34 
 
Pred procesom centrifugiranja je bila raztopina z algami še zeleno obarvana, v nadaljnjem 
procesu pa se je barva supernatanta spremenila v roza, medtem ko je bil pelet zeleno-rjav. 
Posledično predvidevam, da klorofil v pridobljenem ekstraktu ni prisoten. Poleg tega tudi 
značilni vrhovi za klorofil pri valovni dolžini 650 nm in pod 450 nm v spektru niso vidni.  
4.2 Spreminjanje vhodne raztopine s časom 
Pripravila sem vhodno raztopino z 10 ut% ekstrakta in ji določila koncentracijo s pomočjo 
UV-VIS spektrofotometra. Analizo vhodne raztopine sem ponovila po določenih 
časovnih intervalih. Ker sem želela zanemariti vpliv svetlobe, sem raztopino zaščitila 
pred svetlobo tako, da sem jo zavila v alu folijo. Na enak način sem pripravila vhodno 
raztopino iz R-PE standarda.  
Opazila sem, da se spekter vhodne raztopine z ekstraktom spreminja s časom, medtem ko 
je spekter vhodne raztopine s standardom ostal nespremenjen. V spektrih vhodne 
raztopine z ekstraktom se je najbolj zmanjšal vrh pri 618 nm, ki pripada fikocianinu. Po 
24 urah je omenjen maksimum popolnoma izginil. Poleg tega se je s časom manjšal tudi 
vrh pri 565 nm. To nakazuje na upadanje koncentracije R-PE v vhodni raztopini. (graf 
4.2) 
 
Graf 4.2: Časovno spreminjanje spektra R-PE v vhodni raztopini. 
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Iz grafa na 4.3 je razvidno, da je koncentracija R-PE najbolj intenzivno upadla v prvih 
nekaj urah. Po treh urah se je koncentracija R-PE v vhodni raztopini, pripravljene iz 
ekstrakta, zmanjšala za 12,4%. V naslednjih 21 urah se je zmanjšala še za nadaljnjih 8,7%. 
Vhodno raztopino, ki sem jo uporabila za mikrofluidni sistem, sem pred analizo na UV-
VIS spektrofotometru 3 ure zadrževala na sobni temperaturi, zaščiteno pred svetlobo. Iz 
predhodnih ugotovitev sem preračunala, da se je koncentracija v vhodni raztopini po treh 
urah zmanjšala iz 0,0217 mg/ml na 0,0190 mg/ml. 
Pridobljen ekstrakt se od standardne raztopine R-PE razlikuje v tem, da poleg 
fikobiliproteinov vsebuje še druge komponente. Glede na pridobljene rezultate in 
informacije iz literature [4], vsebnost drugih kontaminantov v ekstraktu zmanjša 
stabilnost R-PE. Domnevam, da to vpliva na kromoforne regije fikobiliproteinov in 
posledično oslabi njihovo fluorescenco. 
4.3 Čiščenje R-PE v šaržnem procesu 
Za pripravo dvofaznega sistema z miceli sem uporabila McIlvaine pufer v kombinaciji z  
10 ut% surfaktanta. Takšen sistem omogoča visoko selektivnost čiščenja in najnižjo 
kontaminacijo R-PE z R-PC. Poleg tega McIlvaine pufer s pH 7,00 zagotavlja strukturno 
stabilnost fikobiliproteinov. Kot surfaktant sem izbrala Tergitol 15-S-7, ki ima točko 
motnosti med 34°C in 40°C, kar je bilo idealno za naš sistem, saj fikoeritrin pri 
temperaturah višjih od 40°C ni več stabilen. [4] 
Čas, potreben za ločitev R-PE v spodnjo fazo, sem določila s pomočjo podatkov iz 
literature [4]. Po treh urah zadrževanja vhodne raztopine v kopeli na 40°C se 
0,013
0,014
0,015
0,016
0,017
0,018
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600k
on
ce
nt
ra
ci
ja
 [m
g/
m
l]
čas [s]
Graf 4.3: Upadanje koncentracije R-PE v vhodni raztopini. 
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fikobiliproteini razporedijo med obe fazi. Ostali proteini potrebujejo še dodatno uro, da 
se vzpostavi ravnotežje. Opisan postopek deluje pri vhodni raztopini z 10 ut% ekstrakta. 
Pri pripravi sistema z višjo koncentracijo ekstrakta (20 ut%) sem opazila, da se po 4 urah 
še ni vzpostavilo ravnotežje, saj fazna meja med zgornjo in spodnjo fazo ni bila očitna. 
Opažanje bi lahko razložila z dejstvom, da pri višji koncentraciji ekstrakta 
zakompliciranost sistem naraste. Posledično je potrebno zagotoviti daljši zadrževalni čas, 
da se še ostali proteini skoncentrirajo v zgornjo fazo. 
Tabela 4.1: Mase R-PE v posameznih fazah ter izračun izkoristka. 
Masa R-PE v vhodni raztopini [mg]  
 
0,0950 
Masa R-PE v zgornji fazi po ločitvi faz [mg]  
 
0,0102 
Masa R-PE v spodnji fazi po ločitvi faz [mg]  
 
0,0462 
Masa dobljenega R-PE v ekstraktu na maso svežih alg [mg R-PE/g alg]  
  
0,1680 
Masa dobljenega R-PE v spodnji fazi na maso svežih alg [mg R-PE/g alg]  
 
0,0678 
Izkoristek dobljenega R-PE v spodnji fazi [%]  
 
40,4 
 
Pri odvzemu zgornje in spodnje faze sem bila zelo pazljiva, saj nisem želela, da bi se fazi 
zopet pomešali, zato dela tekočine pri fazni meji nisem odvzela. Tako sem od 5 ml 
pripravljene vhodne raztopine odvzela 2 ml spodnje in 2 ml zgornje faze. Posledično 
vsota mas R-PE v zgornji in spodnji fazi ni enaka masi R-PE v vhodni raztopini. Poleg 
tega se je glede na predhodne ugotovitve koncentracija R-PE v vhodni raztopini po 3 h v 
vodni raztopini zmanjšala. To je drugi razlog, zakaj je bil izkoristek dobljenega R-PE v 
spodnji fazi le 40% (tabela 4.1). 
4.4 Čiščenje R-PE v mikrofluidnem sistemu  
4.4.1 Postavitev sistema mikrofluidnih naprav 
Mikrofluidni sistem sem postavila z namenom pospešitve procesa čiščenja R-PE. Poleg 
tega sem domnevala, da bo zaradi večje specifične površine, ki jo zagotavljajo 
mikrofluidne naprave, izmenjava snovi prek fazne meje učinkovitejša.  
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V sistem sta bili vključeni dve vodni kopeli. Prva, v kateri je bil potopljen mikročip, je 
imela temperaturo 60°C. Zadrževalni čas raztopine v mikročipu je bil zgolj 2,8 sekunde, 
kar je zagotovilo ohranitev strukture proteinov in konformacije kromoforma. Tako visoka 
temperatura je zagotavljala, da sta se fazi ločili v trenutku. Pri tem so molekule 
surfaktanta v zgornji fazi tvorile micele. Micele so se locirale na sredino mikrokanala, 
medtem ko je spodnja faza tekla mimo. Pri tem je potekal prenos snovi med fazama. R-
PE je ostajal v spodnji fazi, medtem ko so se v micele ujeli ostali proteini. Značilen tok, 
ki se je vzpostavil znotraj sistema, je bil anularni tok. 
Nastali dvofazni vodni sistem z micelami je nato tekel v mikrousedalnik, ki je bil 
postavljen v vodno kopel s 40°C. S takšno temperaturo se je vzdrževala stabilnost micel, 
poleg tega sta se fazi še intenzivneje ločevali zaradi sile gravitacije. V spodnjo fazo, ki je 
bila revna s surfaktantom, se je skoncentriral R-PE, v zgornjo pa ostali proteini.  
Na sliki 4.2 je prikazan mikrousedalnik, v katerega je skozi levo oglišče pritekala vhodna 
AMTPS. V drugih dveh ogliščih sta se nahajala izhoda iz mikrousedalnika. Skozi 
zgornjega je izhajala zgornja faza, spodaj pa roza obarvana spodnja faza, ki je značilno 
barvo pridobila zaradi vsebnosti R-PE. Po sredini trikotnika se je tvorila meja, ki ni bila 
povsem ravna. Poleg tega so bili ob fazni meji vidni mehurčki. Višje oziroma nižje, proti 
izhodnima ogliščema, sta bili fazi veliko bolj jasni in brez mehurčkov. Posledično sem 
domnevala, da je uporabljen pretok zagotavljal dovolj časa za učinkovito ločitev spodnje 
in zgornje faze.  
 
Vhodna 
raztopina iz 
mikrokanala 
Spodnja faza 
Zgornja faza 
Slika 4.2: Prikaz mikrousedalnika. 
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Z namenom, da bi R-PE še bolj skoncentrirala v spodnji fazi, sem sistemu dodala še 
ultrafiltracijski modul. Celoten mikrofluiden sistem z ultrafiltracijskim modulom je 
prikazan na sliki 4.3.  
V ultrafiltracijski modul je pritekala spodnja faza iz mikrousedalnika (slika 4.4). Zgornja 
fazo sem črpala s polovico vhodnega pretoka in s tem zagotovila, da se je fazna meja po 
sredini mikrousedalnika ohranjala. Ultrafiltracijski modul je imel dva izhoda; koncentrat 
sem črpala s četrtino vhodnega pretoka, permeat pa je prosto iztekal v mikrocentrifugirko.  
4.4.2 Primerjava šaržnega procesa z mikrofluidnim sistemom brez ultrafiltracije  
Kot je razvidno iz tabele 4.2 je bil celoten izkoristek R-PE po čiščenju v mikrofluidnem 
sistemu opazno boljši kot pri šaržnem procesu. Glede na predhodno ugotovitev, da se 
koncentracija R-PE v vhodni raztopini zmanjšuje s časom, bi večjo izgubo proteina v 
šaržnem procesu lahko pripisala precej daljšem zadrževalnem času. Šaržni proces 
Slika 4.3: Celoten mikrofluidni sistem z ultrafiltracijskim modulom. 
Mikročip v 
kopeli pri 60 °C 
Mikrousedalnik v 
kopeli na 40°C 
Ultrafiltracijski 
modul 
Črpanje 
zgornje faze v 
injekcijo 
Črpanje 
koncentrata 
v injekcijo 
Slika 4.4: Prikaz tokov v ultrafiltracijskem modulu. 
koncentrat 
permeat 
Spodnja faza iz 
mikrousedalnika 
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čiščenja je potekal 4 ure, medtem ko sta se fazi znotraj mikrofluidnega sistema ločili v 
manj kot 10 minutah. Iz istega razloga je tudi dobitek R-PE v spodnjo fazo glede na 
vhodno raztopino v primeru mikrofluidnega sistema boljši.  
Tabela 4.2: Primerjava parametrov učinkovitosti za šaržni in mikrofluidni sistem. 
 
Pri primerjavi koncentracije R-PE v spodnji in zgornji fazi sem opazila, da je bila v 
šaržnem procesu dosežena boljša ločba R-PE od ostalih proteinov. To sklepam iz višjega 
porazdelitvenega koeficienta ter večjega dobitka R-PE v spodnjo fazo glede na izstopni 
masni pretok. Domnevam, da bi bila porazdelitev R-PE v spodnjo fazo v primeru 
mikrofluidnega sistema boljša, če bi bil zadrževalni čas v mikrousedalniku daljši.  
4.4.3 Integracija ultrafiltracije v mikrofluidni sistem 
Ultrafiltracijski modul sem v mikrofluidni sistem vključila z željo po ločitvi R-PE od 
ostalih proteinov in odstranitvi surfaktanta. V tem koraku sem še dodatno skoncentrirala 
R-PE v koncentratu, kar je vidno iz primerjave vrednosti RecR-PE za mikrofluidni sistem 
brez in z ultrafiltracijo (tabela 4.3). Poleg tega je razvidno, da je bila koncentracija R-PE 
v permeatu zelo majhna, na kar je nakazovala tudi prozornost raztopine in absorpcijski 
spekter permeata (graf 4.4). 
 Šaržni sistem Mikrofluidni sistem  
K R-PE  4,56 3,14 
ηR-PE (%) 59,41 73,07 
EE R-PE, spodnja faza (%)  48,72 55,43 
RecR-PE zgornja faza (%) 17,98 24,15 
RecR-PE spodnja faza (%) 82,02 75,85 
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Tabela 4.3: Primerjava dobitkov R-PE v spodnjo fazo glede na izstopni pretok R-PE pri 
mikrofluidnem sistemu brez in z ultrafiltracijo. 
 
Iz zadrževalnega faktorja, ki je pri uporabi membrane iz regenerirane celuloze znašal 
0,93, sklepam, da je bil proces ultrafiltracije uspešen. 
4.4.4 Uporaba mikrofluidnega sistema za pomešanje vhodne raztopine 
Ker sem ugotovila, da se vhodna raztopina spreminja s časom, sem v predhodni 
mikrofluidni sistem vključila še dva dodatna člena, namenjena mešanju vhodne raztopine. 
Kot prvega sem v mikrofluidni sistem vključila mešalni elementa s frito (slika 4.5). Vanj 
sta iz nasprotnih strani pritekali ekstrakt in mešanica McIlvaine pufra s surfaktanatom. 
Tok v friti je potekal tako kot je prikazano na sliki 4.6. 
Mikrofluidni sistem brez UF Mikrofluidni sistem z UF 
RecR-PE, spodnja faza 75,85% RecR-PE, koncentrat 93,52% 
RecR-PE, zgornja faza 24,15% RecR-PE, permeat 6,48% 
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Graf 4.4: Absorpcijski spekter posameznih faz v primeru vključitve UF v 
mikrofluidni sistem. 
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Izhod iz mešalnega elementa s frito sem povezala z mikročipom (slika 4.7). Takšen 
mikročip sem si izbrala, ker je vseboval mikrokanal z dolžino 1450 mm in presekom 0,18 
mm2. Z majhnim presekom in veliko dolžino mikrokanala sem želela zagotoviti čim bolj 
učinkovit prenos snovi, ki je potekal zgolj z difuzijo. 
Tako pripravljeno vhodno raztopino sem nekaj časa zbirala v mikrocentrifugirko. Opazila 
sem, da se je raztopina dokaj dobro pomešala, težko pa bi trdila, da je bilo pomešanje 
popolno.  
Poskuse sem izvedla pri dveh različnih pretokih. Pri pretoku 120 µL/min sem dosegla 
višjo koncentracijo R-PE v spodnji fazi kot pri pretoku 160 µL/min. To je razvidno tudi 
iz slike 4.8, saj  je spodnja faza pri nižjem pretoku intenzivneje obarvana.  
Slika 4.7: Mikročip, uporabljen kot mešalni element. 
Slika 4.5: Mešalni element s 
frito 
Slika 4.6: Shema tokov znotraj 
mešalnega elementa s frito. [48] 
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Tabela 4.4: Zadrževalni čas pri dveh različnih pretokih v mikrofluidnem sistemu, pri 
katerem sem predhodno pripravila vhodno raztopino in v sistemu z mešalnimi elementi. 
 
Pri višjem pretoku je imela vstopna raztopina manj časa, da se učinkovito pomeša in 
homogenizira (tabela 4.4). Posledično je bila v tem primeru tvorba AMPTS v 
nadaljevanju procesa manj uspešna. 
Tabela 4.5: Primerjava parametrov učinkovitosti prvotnega mikrofluidnega sistema z 
mikrofluidnim sistemom z mešalnimi elementi. 
 
 Mikrofluidni sistem pri predhodni 
pripravi vhodne raztopine 
Mikrofluidni sistem z mešalnimi 
elementi 
Φ [µL/min] 120    160  120  160  
τ [min] 12,7  9,5  15,6  11,7  
 Prvotni mikrofluidni 
sistem 
Mikrofluidni sistem z 
mešalnimi elementi 
Pretok [µL/min] 160   
 
 
 
 
 
 
120  160  
K R-PE  3,14 5,99 2,19 
ηR-PE (%) 73,07 60,08 58,63 
EE R-PE, spodnja faza (%)  55,43 51,48 35,78 
RecR-PE zgornja faza (%) 24,15 14,30 31,34 
RecR-PE spodnja faza (%) 75,85 85,70 68,66 
Slika 4.8: Prikaz obarvanosti različnih faz: 1- ekstrakt, 2- vhodna raztopina, 3- spodnja 
faza pri pretoku 160 µL/min, 4- zgornja faza pri pretoku 160 µL/min, 5-  spodnja faza 
pri pretoku 120 µL/min in 6- zgornja faza pri pretoku 120 µL/min. 
1 2 3 4 5 6 
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Pri pretoku 120 µL/min sem v mikrofluidnem sistemu z vključenimi mešalnimi elementi, 
v primerjavi z vsemi izvedenimi procesi čiščenja, dosegla najvišji porazdelitveni 
koeficient R-PE v spodnjo fazo. Z integracijo mešalnih elementov v mikrofluidni sistem 
sem dosegla za 10% višji dobitek R-PE v spodnjo fazo glede na izstopni masni pretok R-
PE. Kljub temu sem pri prvotnem mikrofluidnem sistemu dosegla boljši celokupni 
izkoristek R-PE po čiščenju. Domnevam, da je to posledica slabšega pomešanja vhodne 
raztopine v primeru uporabe mikro-mešalnih elementov. (tabela 4.5) 
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5 Zaključek  
Z uporabo dvofaznega vodnega sistema z miceli, ki temelji na ne-ionskem surfaktantu 
Tergitolu 15-S-7 in McIlvaine pufru, sem zagotovila visoko ekstrakcijsko sposobnost 
fikobiliproteinov iz biomase ter ohranitev njihove strukturne stabilnosti. Pridobljeni 
ekstrakti so poleg fikoeritrina vsebovali tudi fikocianin in alofikocianin ter druge 
proteine, ki so prispevali h kompleksnosti sistema. Posledično sem naletela na težave pri 
določanju koncentracije R-PE v posamezni fazi, saj so se spektri različnih 
fikobiliproteinov prekrivali. Težavo sem rešila z uporabo Beer-Eshelovih enačb, preko 
katerih sem pridobila koncentracijo R-PE neodvisno od ostalih komponent prisotnih v 
ekstraktu. 
Primerjala sem šaržni proces čiščenja in čiščenje znotraj sistema mikrofluidnih naprav. 
Uporaba mikrofluidnih naprav je omogočila učinkovitejši prenos snovi in toplote, s čimer 
sem dosegla hitrejšo ločitev faz in s tem pospešitev procesa čiščenja. Poleg tega sem v 
opisanem sistemu pridobila višji celokupni izkoristek ter dobitek R-PE v spodnjo fazo. 
Z integracijo ultrafiltracijskega modula v mikrofluidni sistem sem uspela dodatno 
skoncentrirati R-PE. Dobitek R-PE v koncentrat je znašal 93,52%, medtem ko je brez 
ultrafiltracije dobitek R-PE v spodnjo fazo znašal 75,85% (v obeh primerih izračunano 
glede na izstopni masni pretok R-PE). Poleg tega je bilo kasneje dokazano [49], da se s 
procesom ultrafiltracije iz spodnje faze uspešno odstrani surfaktant. 
Poleg tega sem opazila, da se vhodna raztopina pripravljena iz ekstrakta spreminja s 
časom. To je najverjetneje posledica drugih komponent prisotnih v ekstraktu, ki 
zmanjšajo stabilnost R-PE in delujejo na kromoforne regije fikobiliproteinov. Posledično 
sem želela proces čiščenja izboljšati z vključitvijo mešalnih elementov v mikrofluidni 
sistem. Z uporabo mešalnega elementa s frito in dodatnega mikrokanala sem pri pretoku 
120 µL/min dosegla najvišji porazdelitveni koeficient R-PE v spodnjo fazo glede na vse 
izvedene poskuse. Vključitev mešalnih elementov v mikrofluidni sistem je bila le delno 
uspešna, saj se je pri tem izkoristek procesa zmanjšal.  
Na največji problem pri diplomskem delu sem naletela pri mešanju vhodne raztopine 
znotraj mikrofluidnega sistema. Z uporabo različnih pasivnih mešalnikov, ki sem jih 
imela na voljo, nisem v nobenem primeru uspela pridobiti homogene vhodne raztopine. 
Težave bi lahko rešil z uporabo aktivnih mikro-mešalnikov, ki bi zagotovili boljše 
pomešanje vhodne raztopine. Poleg tega sem pri pregledu literature [4] naletela na 
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možnost izvajanja več-stopenjskih procesov čiščenja, pri čemer se kot ko-surfaktant 
uporabljajo ionske tekočine. S takšnim procesom je mogoče še dodatno povišati 
učinkovitost ločbe R-PE od ostalih ne-fluorescirajočih proteinov ter zmanjšati 
kontaminacijo R-PE z R-PC. Ker sem eksperimente izvajala z ekstrakti, ki so bili bogati 
tako z R-PE kot z drugimi proteini, bi takšen sistem še dodatno izboljšal učinkovitost 
ločbe ter celokupne izkoristke. 
Glede na ugotovitve, pridobljene v tej diplomski nalogi, imajo mikrofluidni sistemi visok 
potencial za uporabo v namene ekstrakcije in čiščenja fikobiliproteinov. Poleg tega se je 
uporabljen dvofazni vodni sistem z miceli izkazal kot primeren za čiščenje R-PE, saj je 
ohranil strukturo proteina in stabilnost kromofora. 
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